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The Staining of Histological Preparations with the Use of Rywanol 
(2,5 diamino-7 etoxacridine) in Fluorescence Microscopy 


Pochodne akrydyny (aurofosfina, oranż akrydyny, benzoflawina, fosfina 3R, 
trypaflawina i inne) dzięki swym właściwościom fizykochemicznym znajdują szero- 
kie zastosowanie w mikroskopii fluorescencyjnej jako fluorochromy wykazujące po- 
winowactwo do pewnych struktur i składników komórkowych (10, 5, 16, 7, 4, 8). 
Oranż akrydyny, corifosfina 0 i inne łączą się z kwasami nukleinowymi wiązaniami 
elektrostatycznymi dając związki o charakterze soli i poprzez kohezję typu van der 
Waals’a (15). Pochodne akrydyny potraktowane dwutlenkiem siarki: akryflawina- 
-SO,, aurofosfina-SO;, flawofosfina-SO,, fosfina SG-SO,, rywanol-SO; wchodzą w 
specyficzną reakcję z aldehydami otrzymanymi w czasie kwaśnej hydrolizy DNA 
i stąd ich zastosowanie dla metodyki Feulgena w technice fluorescencyjnej (2, 6, 12, 
13), W dotychczasowych publikacjach naukowych niewiele miejsca poświęcono za- 
stosowaniu w technice histochemicznej rywanolu (1, 3, 13). Związek ten zasługuje 
na uwagę ze względu na jego dużą zdolność tworzenia połączeń z białkami ustro- 
jowymi i wpływ na białkową część enzymów, co przyczynia się do ich hamowania 
lub aktywacji (9, 14). Obecne doniesienie stanowi dotychczasowe nasze wyniki uzys- 
kane w eksperymencie laboratoryjnym. 


MATERIAŁ I METODY 


Do badań użyto tkanek zwierzęcych (szczur biały, świnka morska) oraz rozma- 
zów krwi i wymazów z jamy ustnej człowieka. Wycinki narządów (nerka, wątroba, 
dwunastnica) utrwalano w 10% formalinie obojętnej (24 godz.) w mieszaninie cal- 
cium-formol wg Bakera (24 godz.), w mieszaninie wg Carnoy (1 godz.) oraz w 1% 
wodnym roztworze rywanolu (24 godz.), a po odwodnieniu w alkoholach zatapiano 


184 Stanisław Grzycki, Krystyna Czerny 


w parafinie. Rozmazy krwi i wymazy z jamy ustnej utrwalano w parach formaliny 
(7 min.) i w alkoholu metylowym (10 min.). Skrawki mikrotomowe grubości 6 mikr. 
po odparafinowaniu, a także rozmazy i wymazy, po nawodnieniu barwiono 0,1% 
roztworem wodnym rywanolu (pH 7,8—8,0) w ciągu 3 min. Przeprowadzono następ- 
nie obserwacje na niektórych otrzymanych preparatach w A, B, C i D warunkach. 
Preparaty A podbarwiano przy pomocy Fast Red B (roztwór 1 mg/1 ml w 0,1 M bufo- 
rze weronalowo octanowym pH 9,2) w ciągu 3 min. Preparaty B po działaniu rywano- 
lem inkubowano przez 3 min. w samym buforze weronalowo octanowym pH 9,2, pre- 
paraty C po działaniu rywanolem inkubowano w 1% wodnym roztworze chlorku glinu, 
a preparaty D w tych samych warunkach w 1% wodnym roztworze octanu cynku. 
Po odwodnieniu preparaty zamykano w środowisku niefluoryzującym i oglądano 
w mikroskopie fluorescencyjnym typu MB 30 Fl, PZO Warszawa, urządzenie fluores- 
cencyjne UFL 1, filtry UG 13,5 mm. Ze wszystkich badanych tkanek wykonano 
przeglądowe preparaty barwione hematoksyliną i eozyną. 


WYNIKI BADAŃ 


Barwienie przeglądowe przy pomocy hematoksyliny i eozyny wyka- 
zało prawidłowo zachowaną strukturę tkanek utrwalonych przy po- 
mocy stosowanych płynów, za wyjątkiem 1% roztworu wodnego rywa- 
nolu. Płyn ten jako utrwalacz w stosowanych warunkach okazuje się 
nieprzydatny, źle zachowuje strukturę komórek i narządów. 

Tkanki utrwalone w mieszaninie wg Carnoy, barwione w 0,1% roz- 
tworze rywanolu, oglądane w mikroskopie fluorescencyjnym, wykazu- 
ją'kontrastową żółtocytrynową fluorescencję zrębu jądrowego i jaderek 
oraz bardzo słabą fluorescencję cytoplazmy (ryc. ł). Podobnie jasną 
fluorescencję wykazują struktury komórek nabłonka jamy ustnej 
i jądra krwinek białych rozmazów utrwalonych w alkoholu metylo- 
wym (ryc. 2). Na preparatach utrwalonych w formalinie i w mieszaninie 
calcium-formol, po działaniu rywanolem, obserwuje się wyraźną żółto- 
cytrynową fluorescencję cytoplazmy, utrudniającą obserwację jąder 
(ryc. 3). i 

Preparaty A (podbarwione przy pomocy Fast Red B) wykazują znacz- 
ne zmiany fluorescencji: na preparatach utrwalonych w mieszaninie wg 
Carnoy, występuje całkowite wygaszenie fluorescencji cytoplazmy i 
znaczne osłabienie fluorescencji jąder. Na preparatach utrwalonych w 
formalinie obojętnej i w mieszaninie Bakera występuje wybitne zmniej- 
szenie fluorescencji cytoplazmy i jąder, natomiast na preparatach dwu- 
nastnicy obserwuje się w tych warunkach bardzo jasną żółtą fluorescen- 
cję zawartości komórek kubkowych i rąbka szczoteczkowego (ryc. 4). 

Preparaty grupy B po działaniu rywanolu inkubowane w buforze we- 
ronalowo octanowym pH 9,2 nie wykazują zmian fluorescencji w po- 
równaniu z tymi, na które działano tylko rywanolem. W preparatach 
Ci D pod wpływem roztworów soli glinu i cynku występuje nieznacz- 
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ne wygaszenie fluorescencji cytoplazmy komórkowej. Na wszystkich pre- 
paratach barwionych rywanolem po 3 miesiącach od chwili ich wyko- 
nania nie zauważono zmian we fluorescencji. 


OMÓWIENIE WYNIKÓW I WNIOSKI 


Przy dobrym i odpowiednim doborze filtrów na ciemnym polu wi- 
dzenia mikroskopu obserwuje się tylko i wyłącznie fluoryzujące obiekty 
preparatu, których intensywność i kolor świecenia uzależnione są od 
obecności i zestawu znajdujących się w nich substancji. Daje to możność 
obserwować nie tylko kształt mikroobiektu lub mikrostruktury w pre- 
paracie, ałe także po kolorze światła fluoryzującego odczytać substancje, 
jakie w nim występują. Zdolność luminiscencji struktur komórkowych 
lub tkankowych wywołana sztucznie różnymi fluorochromami była 
w latach trzydziestych przedmiotem badań Haitingera, Hamper- 
la, Bukatscha, Monne, Struggera, Hirta i innych. W na- 
szej pracy w technice utrwalania i barwienia zastosowano rywanol, ale 
w trakcie wykonywania badań zaobserwowano zjawiska, których analiza 
spowodowała rozszerzenie metodyki i wyłoniła nowe zagadnienia. Dla 
otrzymania preparatów wyraźnie rysujących zrąb jąder komórkowych 
najwłaściwsza okazała się metoda utrwalania tkanek w mieszaninie Car- 
noy i barwienia 0,1% wodnym roztworem rywanolu. Ciekawe wyniki daje 
zastosowanie formaliny jako utrwalacza. Jest to najlepszy ze stosowanych 
w technice histologicznej utrwalacz białek. Reakcje formaliny z białkami 
tkanek są liczne i złożone, bo może się ona wiązać z wieloma różnymi 
czynnościowo grupami. Dzięki możliwości tworzenia wiązań między le- 
żącymi blisko łańcuchami białkowymi jest przydatna jako utrwalacz po- 
limeryzujący. Do grup, które biorą udział w utrwalaniu białek formaliną 
należą m.in. grupa aminowa, iminowa, amidowa, peptydowa, hydroksy- 
lowa, karboksylowa, SH i pierścienie aromatyczne. Przedłużone utrwa- 
lanie w formalinie utlenia grupy acetalowe i ujawnia substancje reagu- 
jące z odczynnikiem Schiffa. Odczynnik Schiffa jest stosowany w reak- 
cji PAS, która znajduje zastasowanie m.in. w badaniu komórek kubko- 
wych i rąbka szczoteczkowego jelit. Zastosowanie w naszej pracy Fast 
Red B, które w pierwotnym założeniu miało na celu badanie ziarnistości 
specyficznych komórek enterochromafinowych, dało w wyniku wygasze- 
nie fluorescencji preparatów barwionych rywanolem za wyjątkiem flu- 
orescencji zawartości komórek kubkowych i rąbka szczoteczkowego na- 
błonka. Zjawisko to obserwowane na preparatach utrwalonych formali- 
ną nie zależało od stosowanego buforu, o czym przekonano się inkubując 
preparaty (B), w samym buforze, ani od soli cynku i glinu, które są 
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stabilizatorami soli dwuazowych, o czym przekonano się inkubując prepa- 
raty w roztworach soli tych metali (C i D). 

W strukturze rąbka szczoteczkowego dużą role odgrywają fosfolipidy, 
które mogą reagować w określonych warunkach podobnie, jak aldehydy 
odpowiedzialne za reakcję plazmalową. Być może w obserwowanych w 
obecnej pracy zjawiskach pewną rolę odgrywają również mechanizmy 
podobne do zachodzących w reakcji plazmalowej swoistej dla fosfatydów 
acetalowych. Fosfatydy acetalowe, które same nie reagują z odczynnikiem 
Schiff łatwo są rozbijane przez sublimat, rozpadając się na aldehydy, 
które reagują z tym odczynnikiem powodując jego zabarwienie się. Utrwa- 
lanie formaldehydem nie pozwała na wystąpienie reakcji płazmalowej w 
przypadku niektórych lipidów tkankowych, lipidy te mogą jednak po- 
nownie dawać tę reakcję jeśli zadziała się na nie sublimatem. W wy- 
padku wybiórczego świecenia zawartości komórek kubkowych i rąbka 
szczoteczkowego na preparatach utrwalonych formaliną i po działaniu 
rywanolu oraz Fast Red B zachodzić mogą skomplikowane mechanizmy, 
być może połączone ze zjawiskami redukcji i utleniania, których wyjaś- 
nienie wymagać będzie dalszych badań. Podstawowym wynikiem obecnej 
pracy jest stwierdzenie, że po utrwaleniu tkanek w niektórych utrwa- 
laczach (wg Carnoy, w alkoholu metylowym), rywanol można stosować 
jako fluorochrom jądrowy i reakcja ta ze względu na łatwość wykonania, 
przejrzystość obrazu i ich trwałość może być stosowana w mikroskopii 
fluorescencyjnej do barwienia preparatów przeglądowych, podobnie jak 
barwienie hematoksyliną w mikroskopii optycznej. 
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OBJAŚNIENIA RYCIN 


Ryc. 1. Nerka szczura. Utrwalanie wg Carnoy. Barwienie 0,1% wodnym roztwo- 
rem rywanolu. Fluorescencja zrębu jąder komórkowych. Pow. 300 X. 

Ryc. 2. Krew człowieka, rozmaz. Utrwalanie: alkohol metylowy. Barwienie 0,1% 
wodnym roztworem rywanolu. Jasna fluorescencja jąder krwinek białych. Pow. 
300 X. 

Ryc. 3. Dwunastnica świnki morskiej. Utrwalanie: 10% formalina obojętna. Bar- 
wienie 0,1% wodnym roztworem rywanolu. Intensywna fluorescencja cytoplazmy 
komórkowej utrudniająca obserwację struktur jądrowych. Pow. 600 X. 

Ryc. 4. Dwunastnica świnki morskiej. Utrwalanie: 10% formalina obojętna. Bar- 
wienie 0,1% wodny roztwór rywanolu i Fast Red B. Mała intensywność fluorescencji 
cytoplazmy i jąder komórkowych. Jasno żółta fluorescencja zawartości komórek 
kubkowych i rąbka szczoteczkowego nabłonka. Pow. 600 X. 


EXPLANATION OF FIGURES 


Fig. 1. Rat kidney. Fixative according to Carnoy. Staining — 0,1% rywanol 
water solution. Fluorescence of the cell nuclei stroma. ca 300X. 

Fig. 2. Human blood, smear. Methyl alcohol fixative. Staining — 0,1% rywanol 
water solution. A light fluorescence of the white corpuscles nuclei. ca 300X. 

Fig. 3. Guinea pig duodenum. 10% neutral formalin fixative. Staining — 0,1% 
rywanol water solution. An intensive fluorescence of the cell cytoplasma hindering 
the observation of nuclei structures. ca 600%. 

Fig. 4. Guinea pig duodenum. 10% neutral formalin fixative. Staining -— 0,1% 
rywanol water solution and Fast Red B. Small fluorescence intensivity of the cy- 
topiasma and cell nuclei. Light yellow fluorescence of the content of beaker cells 
and the edge of the brush-like epithelium. ca 600%. 


PE3IOME 


fipoBoąunnch MccneĄOBAHMA )KMBOTHbIX TKAHEM, (PUKCHPOBAHHbIX B pa3- 
HbIX JKMĄKOCTAX (KMĄKOCTE KapHo, METUNbHbIA CNMPT, HEATPANBHbIA QOPMA- 
nun) n OKpaWweHHbix 0,1% BoqHbIM pacTEOPOM PMBAHONA. YCTAHOBNEHO, UTO 
PHBAHONb aBnaeTca bnyopoxPOMOM, KOTOPEIM naet aqepHoM cTpykrype nn- 
MOHHO-XxEnTytro OKpacky. 


SUMMARY 


Research was carried out on animal tissue fixed in various liquids (Car- 
noy, methyl alcohol, neutral formalin) and stained with 0,1% of rywanol 
water solution. It appears that rywanol is a fluorochrome which gives 
the nuclei structures a lemon-yellow staining. 
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The Indications for Tonsillectomy in Adults and-in Children 
Wskazania do tonsylektomii u dorosłych i u dzieci 


FlokasaHna K TOH3KNIZKTOMHMH yY B3POCNEIX M geten 


After the views on the role of the lymphatic tissue changed, the indi- 
cations for tonsillectomy also changed. For the estimation of indications 
for tonsillectomy all the operated cases in the Laryngological Clinic in 
Lublin in the years 1952—1972 were analyzed. This analysis revealed, thut 
the number of tonsillectomies in this period diminished three times, where 
by in children — six times, and in adults — twice (Fig. 1). The number of 
these operations diminished mostly due to the decrease in tonsillectomies 
for general indications, i.e. non-laryngologcal jones (about 50% and in 
children even about 70%), less — for laryngological and general indica- 
tions (about 35%), and at least — for laryngological indications alone 
(about 15%). fi 

In the last 6 years the rate of tonsillectomies for the laryngological 
indications in children was 65% and in adults 75% of these operations. 
In other patients tonsillectomy was performed due to general diseases 
related to chronic tonsillitis (Fig. 2). The laryngological indications were 
as follow: tonsils hypertrophy disturbing breathing and deglutition, re- 
current peritonsillar abscess, purulent cyst, and some neoplasms. The 
internal diseases accounted in children for 100% and in adults for 85% 
of non-laryngological indications, and consisted of all forms of rheumatic 
fever, nephritis, bronchial asthma. On the remaining 15% of general indi- 
cations contributed other diseases: the neurological (Sclerosis multiplex, 
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Fig. 1. The number of tonsillectomies in the consecutive years in children and in 
adults together (continuous line) and in children alone (dotted line) 


chorea minor), the ophtalmological (Neuritis nervi optici, retinitis), the 
psychiatric (Psychosis) and the dermatological diseases (Psoriasis). 

The rate of tonsillectomies in women was 64% and in men 34% of 
these operations. A similar relation was observed in children. The reason 
for the higher percentage of operations in women could be the higher 
incidence rate of chronic tonsillitis and general diseases related to it in 
women, and perhaps their greater sensibility to pain as well. 

We opened an inquiry concerning the indications for tonsillectomy to 
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Fig. 2. The indications for tonsillectomy in children and in adults. White area — 
the laryngological indications, striped area — the internal diseases, black area — 
other diseases 
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14 otolaryngological clinics in Europe. The date from the most clinics 
(9 from 14) were similar to our criteria and management. The reasons for 
the decrease in the number of tonsillectomies could be the improved re- 
sults of pharmacological treatment of chronic tonsillitis and the limitation 
of indications for tonsillectomy. Many investigations revealed that the 
lymphatic tissue plays an important role in the pathomechanism of allergy 
and resistance. In the tonsils phagocytosis and the identification of bac- 
terial antigens takes place. The releasing ribonucleic acid (m.RNA) stimu- 
lates the synthesis of antibodies in the bone-marrow, the spleen, the 
lymph nodes and in the tonsils as well. The free antibodies and the 
antibodies bound to lymphocytes are synthetized (1, 8, 12). There are 
also antibodies in the secretion of the mucosa of the respiratory tract, 
but they are a little different from serum antibodies (10). 


Many authors think, that some general diseases could be caused by 
chronic tonsillitis. Following tonsillectomy due to laryngological and ge- 
neral indications (rheumatic fever, nephritis) some biochemical indicators 
of these general diseases normalize and the incidence rate of anginas 
diminished too (4, 5, 9). But up to the present time we do not have any 
objective tests, which could point out the causative relationship between 
chronic tonsillitis and the general disease. After some authors the sourse 
of the general disease following tonsillectomy quite seldom if ever imprcv- 
ed (2, 11). That is why the indications for tonsillectomy in the non-laryn- 
gological diseases should be taken up by an experienced team of specialists. 
This has a peculiar significance in children, in whom tonsilectomy de- 
prives the organism of a „vaccine laboratory” and just in the period, when 
the resistance is mostly required (3, 6, 7). 
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STRESZCZENIE 


Przeprowadzono analizę wszystkich przypadków schorzeń laryngolo- 
gicznych i nielaryngologicznych zakwalifikowanych do wyłuszczenia mig- 
dałków podniebiennych w Lubelskiej Klinice Laryngologicznej w latach 
1952—1972. Z analizy tej wynika, że liczba tonsylektomii w ocenianym 
okresie zmniejszyła się trzykrotnie, w tym u dzieci — sześciokrotnie, a u 
dorosłych — dwukrotnie. Omówiono przyczyny spadku liczby tonsylekto- 
mii w świetle aktualnych poglądów na rolę tkanki limfatycznej w pato- 
mechanizmie odporności. 


OBJAŚNIENIA RYCIN 


Ryc. 1. Liczba tonsylektomii w poszczególnych latach u dorosłych i dzieci łącznie 
(linia ciągła) oraz u dzieci (linia przerywana). 

Ryc. 2. Wskazania do tonsylektomii u dzieci i u dorosłych. Pole białe —- wska- 
zania laryngologiczne, pole zakreskowane — choroby wewnętrzne, pole czarne — 
inne choroby. 


PE3ltOME 


ABTOPbI NpOaHann3npoBann BCE _CNyuaH napuHronormyeckux M HeNapHH- 
ronoruueckux 3a60neBaHui, B npoliecce NEYEHHA KOTOPbIX NPOBOĄKNOCE Bbl- 
NyLiuBaHMe MMHĄANHKOB. Uccnegosannamn ÓbINM oxBayeHbi GonbHble, ne- 
ueHHbie B JlapuHronoruueckoh knuHuke (JltoónnH) s 1952—1972 rr. Ma ana- 
nuaa cneqyeT, YTO UMCNHO TOH3KNNIKTOMMH B 3TOT NEPKOA YMEHbUJMIIOCE B 
Tpu pa3a, npuueM y AeTeh — B LIECTb pa3, A y B3POCNLIX — B ABA pasa. AB- 
TOPbI AHaNM3MPYFOT NPMUMHbI YMEHBLIEHMA UMCNA TOHZKNJIJKTOMMM B CBETE 
AKTyaNbHbIX B3TNAĄOB Ha PONb nuMchaTuueckOM TKAHM B NATOMEXAHM3ME WM- 
MYHHTETA. 


